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Ocena skutecznosci fungicydow

PP 1/125(3)

Zaprawy nasienne przeciw chorobom siewek (préby w warunkach

kontrolowanych)

Zakres

Niniejsza norma opisuje sposob przeprowadzania badan
nad skutecznos$cia zapraw nasiennych przeciw chorobom

siewek (w warunkach kontrolowanych).

Niniejsza norma dotyczy oceny grzybobojczych zapraw
nasiennych w zwalczaniu chorob siewek. Jest
przeznaczona gtéwnie do upraw na polach o bardziej
zaggszczonym siewie lub upraw warzyw i1 chordb
zwigzanych z gniciem ro$lin  spowodowanym
zagrzybieniem gleby. Ze wzgledu na trudnosci
wynikajace z przeprowadzania testow w warunkach
polowych, proby wykonuje si¢ w warunkach
kontrolowanych. Szczegélowe informacje podane sa
dla trzech rodzajow upraw: burakéw cukrowych,
kukurydzy i warzyw straczkowych, jednak podstawowa
zasada metody moze by¢ zastosowana takze przy
innych uprawach. Mimo ze metoda jest przede
wszystkim przeznaczona do chordb przenoszonych
przez glebg-, to moze by¢ takze stosowana do
niektorych chordb przenoszonych przez nasiona (np.
Pleospora betae buraka). Przenoszone przez nasiona
choroby zb6z omoéwione sa w Normie EPPO PP 1/19
Przenoszone przez nasiona choroby grzybicze ro$lin
zbozowych [Seed-borne cereal fungi], a grzybicze
choroby roslin ozdobnych — w Normie EPPO PP 1/40
Grzyby glebowe atakujace rosliny ozdobne [Soil fungi
attacking ornamental plants]. Zabiegi doglebowe
przeciw Pythium spp. omoéwione sa w Normie EPPO
PP 1/48 Zabiegi doglebowe przeciw Pythium spp. [Soil
treatments against Pythium spp.]
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Zatwierdzenie normy i poprawki
Po raz pierwszy zatwierdzona w latach 1987-09.
Zmieniona wersja normy z w 1996r.

Zatwierdzenie normy i poprawki latach 1999-09.

1. Warunki doswiadczenia

1.1 Organizmy badane, wybdr upraw i jej odmiany
Organizmy badane: patogeny powodujace gnicie np.
Pythium spp. (PYTHSP), Aphanomyces cochlioides
(APHACO), Pleospora betae (PLEOBJ) i Gibberella
fujikuroi (anamorfa Fusarium moniliforme) (GIBBFU).

Rosliny uprawne: W przypadku buraka cukrowego
Beta vulgaris (BEAVX) (jakakolwieck podatna
odmiana), nasiona poddane zabiegowi powinny by¢
uzyskane od dostawcy, albo w celu normalnego
sadzenia, albo precyzyjnego sadzenia w rzedach
(genetyczne nasiona jednokietkowe) lub
otoczkowaneotoczkowane. W przypadku kukurydzy
Zea mays (ZEAMX), groszku Pisum sativum (PIBST),
fasoli Phaseolus vulgaris (PHSVX), rzepaku Brassica
napus (BRSNN), stonecznika Helianthus annuus
(HELAN), szpinaku Spinacia oleracea (SPQOL) lub
innych upraw, nalezy uzy¢ kwalifikowanego materiatu
siewnego jakiejkolwiek podatnej odmiany. Znany
powinien by¢ procentowy poziom kietkowania danych
nasion.

Doswiadczenie nalezy przeprowadzi¢ na ro$linach
uprawnych oraz organizmach badanych
przeznaczonych do tego celu.

1.2 Warunki doswiadczenia

Doswiadczenie nalezy przeprowadzi¢ w warunkach
kontrolowanych (szklarnia, komora chtodnicza, komora
wzrostu ro$lin), w temperaturze zblizonej do
minimalnej tolerowanej przez badane rosliny.
Temperatury te sa zazwyczaj utrzymywane przez 10-14
dni po zasianiu. Uzywa si¢ zazwyczaj sztucznie
inokulowanego substratu (patrz: Zatacznik I). Mozna
tez uzy¢ naturalnie porazonego czarnoziemu zebranego
z gornej warstwy (do 20 cm) pola, gdzie wczesniej
uprawiano dane ro§liny. Przed rozpoczgciem
doswiadczenia nalezy przebada¢ glebe w celu
zidentyfikowania obecnego patogenu siewek lub
stwierdzi¢ przyczyng obumarcia badanych ro$lin, na



przyktad przez rozsiewanie porazonego materiatu
(patrz: 3.2.1).

Dos$wiadczenie przeprowadza si¢ na tacy na nasiona
lub w podobnym pojemniku, ktéory pomiesci
przynajmniej 50 (najlepiej 100) nasion lub granulek, w
odlegtosci co najmniej 3 cm, w glebie o glgbokosci co
najmniej 6 cm (np. tace na nasiona w rozmiarze 28x45
cm). Pojemnik nalezy najpierw napehic¢ lekko ubita,
wygladzona gleba na glgbokos¢ 3 cm. Nastgpnie
posadzi¢ nasiona 1 przykry¢ nastgpna warstwa o
grubosci 3 cm. Innym rozwigzaniem jest napekienie
pojemnika na gleboko§¢ 6cm i zrobienie sadzakiem
ogrodniczym dziur o glgboko$ci 3 cm, w odpowiednich
odstgpach. Nasiona umieszcza si¢ kleszczami a
nastgpnie  delikatnie  przykrywa dziury. Nalezy
utrzymywac $rednie nawilzenie gleby przez caty czas
trwania proby.

Doswiadczenie powinno by¢ czgscia serii badan

(zob. Normy EPPO PP 1/181 Przeprowadzanie i
raporty z badan nad oceng skuteczno$ci

[Conduct and reporting of Efficacy Evaluation Trials]).

1.3 Projekt i uktad doswiadczenia

Kombinacje  doswiadczenia:  poletka  chronione
badanym preparatem (preparatami), preparatem
poréwnawczym i poletko kontrolne, powinny by¢
rozmieszczone  wedlug  odpowiedniego  uktadu
statystycznego.

Rozmiar poletka (bez paséw ochronnych): jeden
pojemnik a nasionami (co najmniej 50 nasion)

Liczba powtérzen: co najmniej 4, zazwyczaj powinno
si¢ zasadzi¢ co najmniej 200 nasion podczas jednego
zabiegu.

W celu wuzyskania dalszych informacji odno$nie
projektu badan, zob. Norm¢ EPPO PP 1/152
Planowanie i analiza badan oceniajacych skutecznosc

[Design and Analysis of Efficacy Evaluation Trials].

2. Stosowanie zabiegow

2.1 Badany preparat (preparaty)

Oceniany  preparat  (preparaty) powinien  by¢
konkretnym fungicydem o okreslonej formulacji (zob.
Normy EPPO PP 1/181 Przeprowadzanie i raporty z
badan nad ocena skutecznosci).

2.2. Preparat porbwnawczy
Preparat porownawczy powinien by¢ srodkiem znanym
z praktycznej skuteczno$ci w warunkach uprawy i

zdrowotnosci roslin oraz w warunkach
srodowiskowych (wlacznie z klimatycznymi) na
obszarze, na ktorym ma by¢ prowadzone

doswiadczenie. W zasadzie mechanizm dzialania,
terminy 1 metody stosowania powinny by¢ jak
najbardziej zblizone do tych dla badanego $rodka.
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2.3 Sposdéb stosowania
2.3.1Sposob wykonania zabiegu

Sposoéb wykonania zabiegu powinien odpowiadac
zalecanemu dla danego fungicydu.

Zabiegi na nasionach sa zazwyczaj stosowane z
uzyciem sprzgtu laboratoryjnego (patrz 2.3.2), jednak
nasion poddanych zabiegowi (razem z kontrolng partia
nasion niepoddanych zabiegowi) moze dostarczy¢
dostawca,  zwlaszcza ~w  przypadku  nasion
granulowanych. Jesli dostarczone sa nasiona poddane
zabiegowi, to nalezy poda¢ nalezyte informacje nt.
zrddta nasion i rodzaju zabiegu.

2.3.2 Rodzaj sprzetu

Zabiegi powinny by¢ wykonane przy uzyciu sprzgtu
pozwalajacego na  réwnomierne rozmieszczenie
preparatu, zgodnego z dobra praktyka produkcyjna.
Zabiegi te to:

zabieg suchy — nasiona sa mieszane z preparatem w
specjalnie do tego przeznaczonym bebnie przez
przynajmniej 5 min,

zabieg mokry - ilo$¢ plynu potrzebna do nasion
uzytych w zabiegu dzielona jest na trzy czgsci.
Nastgpujace czynno$ci wykonywane sa po trzy razy:
rownomiernie spryskuje si¢ $ciany begbna jedna
czescia ptynu, dodaje si¢ wszystkie nasiona i potrzasa
az prawie caly ptyn zniknie ze szklanej §cianki, a
nastgpnie wyjmuje si¢ nasiona,

zabieg rozrzedzony — odpowiednia ilo$¢ koncentratu
wlewa si¢ na gorna krawedz Scigtego bebna, dodaje
si¢ za pomoca pipety odpowiednia ilos¢ wody. Po
odczekaniu, az produkt uformuje zawiesing, nalezy
obréci¢ beben tak, aby réwnomiernie rozprowadzié
preparat na szklanej $ciance. Dodaje si¢ nasiona i
wstrzasa, az preparat zostanie usunigty ze Scianki.

2.3.3 Terminy i czestotliwos¢ stosowania

Liczba zabiegbéw oraz data kazdego z nich powinny by¢
dostosowane do zalecef ochrony.

Zazwyczaj dokonuje si¢ jednego zabiegu bezposrednio
przed wysiewem.

2.3.4 Dawki i objetosci

Preparat powinien w zasadzie by¢ stosowany w
dawkach okreslonych w zaleceniach (zob. 2.3.2).
Dawki wyzsze lub nizsze niz zalecane moga by¢
sprawdzone w celu okreslenia zakresu skutecznosci i
bezpieczenstwa uprawy.

Stosowane dawki powinny by¢ wyrazone w kg (lub L)
okreslonego produktu na kg lub jednostkg¢ nasion.
Przydatne moze by¢ rowniez odnotowanie dawek w g
aktywnej substancji na kg nasion. Nalezy odnotowaé
wszelkie odstgpstwa od zalecanego dawkowania.

2.3.5 Dane dotyczqce innych srodkow ochrony roslin

Nie nalezy stosowa¢ innych srodkow chemicznych



3. Sposéb zbierania i rejestrowania wynikéw
oraz dokonywania pomiaréw

3.1 Dane meteorologiczne i edaficzne
3.1.1 Dane meteorologiczne

Nalezy odnotowac $rednie temperatury w °C przez caly
okres trwania proby (zob. 1.2).

3.1.2 Dane edaficzne
Nie sa wymagane.

3.2 Sposob, terminy oraz

dokonywania oceny

3.2.1 Rodzaj danych

Przy pierwszej 1 drugiej ocenie nalezy policzy¢
wszystkie wschodzace rosliny w kazdym pojemniku.
Przy trzeciej ocenie nalezy policzy¢ wszystkie rosliny,
ktorych czg$ci naziemne wydaja si¢ zdrowe, w kazdym
pojemniku. W przypadku chorych ro$lin, nalezy
zidentyfikowa¢ organizm, ktory wywotal chorobg
(chyba,ze substrat byl poddany sztucznej inokulacji)
przez wysianie porazonego materiatu na odpowiednim
podtozu odzywczym lub, w przypadku lggniowcow,
przez umieszczenie w wysterylizowanej wodzie na 24-
36 godzin.

czestotliwosé

3.2.2 Terminy i czestotliwos¢

I ocena: kiedy wzejdzie ponad potowa siewek w
pojemnikach z preparatem poréwnawczym

IT ocena: 2-3 tygodnie po pierwszej

IIT ocena: kiedy okoto 10% roslin w pojemnikach z
preparatem poréwnawczym ma prawdziwe liScie
wielkosci 1-2 cm (dla burakéw cukrowych) lub 2-3
tygodnie poznie;j.

Przydatne moga by¢ oceny dodatkowe migdzy
powyzszymi ocenami , zwlaszcza migdzy pierwsza a
druga ocena.

3.3 Bezposredni wptyw na rosline uprawng

Uprawa powinna by¢ zbadane na obecno$¢ objawow
fitotoksycznosci zaréwno na liSciach, jak 1 na
korzeniach, a wyniki tego badania powinny by¢
zapisane. Ponadto nalezy opisa¢é wszelkie objawy
korzystnego dzialania preparatu. Wszelkie pozytywne

Zatacznik |

Przyktady metod sztucznej inokulacji buraka
cukrowego

A. Inokulacja Pythium

Spp. Pythium takie jak P. ultimum (PYTHUL),
P. intermedium (PYTHIN), P. irregulare (PYTHIR),
P. aphanidermatum (PYTHAP), nalezy wyizolowa¢ z
zaatakowanych  siewek buraka  cukrowego i
utrzymywac¢ na odpowiednim podlozu odzywczym, np.
podtozu Schmidthennera (0,12 g asparaginy, 0,41 g
sacharozy, 30 mg KH, PO4, 30 mg KoHPO., 20 mg
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efekty, ich rodzaj oraz rozmiary widoczne w uprawie
powinny by¢ opisane, a nawet brak jakichkolwiek
efektéw powinien by¢ odnotowany.

Fitotoksyczno$¢ powinna by¢ szacowana nastepujaco:

(1) Jesli objawy fitotoksycznosci sa policzalne
lub mierzalne, powinny by¢ wyrazony w liczbach
bezwzglednych.

(2) W pozostatych przypadkach czgstotliwosc i
nat¢zenie uszkodzen powinny by¢ oszacowane. Mozna
to zrobi¢ dwojako: kazde poletko jest oceniane na
obecnos¢ Srodkow fitotoksycznych w odpowiedniej
skali, badz tez kazde traktowane poletko jest
poréwnywane z poletkiem  kontrolnym a
fitotoksyczno$¢ jest wyrazana procentowo.

We wszystkich przypadkach objawy uszkodzenia roslin
powinny by¢ doktadnie opisane (skartlowacenia,
chloroza, deformacje, itp.). W celu uzyskania dalszych
szczegblow zob. Norme¢ EPPO PP 1/135 Badanie
fitotoksycznos$ci, ktora zawiera rozdzialy poswigcone
poszczegblnym uprawom.

[Phytotoxicity assessment which contains sections on
individual crops].

3.4 Wptyw na organizmy niebedgce przedmiotem
zwalczania

Nie dotyczy

3.5 JakoSciowe i ilosciowe rejestrowanie plonéw
Nie dotyczy

4. Wyniki

Wyniki powinny by¢é przedstawione w formie
usystematyzowanej a raport powinien obejmowaé
analiz¢ 1 oceng. Dane zrodtowe (robocze) réwniez
powinny by¢ dostgpne. Nalezy tez dokona¢ analizy
statystycznej przy uzyciu odpowiednich metod, ktore
powinny by¢ podane. Brak takiej analizy powinien by¢
uzasadniony. Zobacz Norm¢ EPPO PP 1/152
Planowanie i analiza skuteczno$ci badan szacunkowych

[Design and Analysis of Efficacy Evaluation Trials].

MgSO,, 11.6 mg EDTA, 0.04 mg tiaminy, 20 g Difco
agar, 50 mg of streptomycyny and 1000 mL wody
sterylnej)

Inokulum jest przygotowywana w nastgpujacy sposob.
Nalezy przygotowa¢ doktadng mieszaning z 10 1
piasku, 10 1 kompostu, 5 1 torfu i 250 g maki owsianej,
lekko zwilzy¢, a nastgpnie umiesci¢ ja w kolbach
Erlenmeyera. Kolby nalezy dwukrotnie podda¢ obrobee
w autoklawie, przez dwa kolejne dni, w temperaturze
120°C przez godzing. Dokona¢ inokulacji kolb
Pythium sp. pochodzacym =z czystej kultury,
inkubowanym w temperaturze okoto 20°C przez 4-5



tygodni, w tym czasie grzybnia skolonizuje calg
zawarto$¢ kolby, a oospory najprawdopodobniej
uformuja si¢ w duzej iloSci. Inokulum nalezy nastg¢pnie
doktadnie wymiesza¢ z 9 czeéciami sterylnego
kompostu. Zaleznie od celow badania, przydatne moze
by¢ w tym momencie dodanie takich samych ilo$ci
rozrzedzonej szczepionki kilku réznych odmian
Pythium sp.

Tace na nasiona nalezy czg¢$ciowo napetni¢ 4 czesciami
lekko ubitego kompostu, na tej warstwie umiesci¢
nasiona nastgpnie doda¢é do pelma 1,5 czesci
rozrzedzonego inokulum.

B. Metoda inokulacji Aphanomyces cochlioides

Aphanomyces cochlioides wyodrgbniony z porazonych
siewek buraka cukrowego nalezy podtrzymywaé na
agarze Biomalz. Inokulum przygotowuje sig¢ przez
wyhodowanie grzyba na bogatym w substancje
odzywcze podtozu peptonowym (1 g
bakteriologicznego peptonu, 1 g bakteriologicznego
ekstraktu drozdzowego, 0,5 g KH,PO4, 0.5 g MgSO,,
2 g glukozy i 100 ml wody sterylnej) w temperaturze
20-22°C, co spowoduje swobodny rozwdj grzybni.
Kiedy szczepionka begdzie potrzebna, grzybnie
A. cochlioides nalezy opluka¢ 4 razy w wodzie
sterylnej w celu usunigcia peptonu, potem, inkubowac
przez 24 godziny w temperaturze 20°C w sterylnej
wodzie, tak aby uformowaly si¢ zarodnie i zarodniki.
Bardzo wazna dla jakosci i aktywnoS$ci zarodnikow jest
jakos¢ uzytej sterylnej wody. Woda destylowana lub
zawierajaca chlor nie nadaje si¢. Zazwyczaj
odpowiednia jest nieskazona woda z potoku,
deszczowka lub niegazowana woda mineralna.

Sterylne donice (o przekatnej 14 cm) nalezy napetnic
okoto 300 ml mieszanki kompostu i piasku (1:1) i
dwukrotnie podda¢ obrobce w autoklawie przez
godzing w temperaturze 120°C przez dwa kolejne dni.
Z zasady, w kazdej donicy sadzi si¢ 100 nasion
(otoczkowanych lub nie) i pozwala im kietkowaé w
temperaturze 18-20 °C bez nadmiernego podlewania.
Po 7-10 dniach, przerzedza si¢ nasiona do 50 na
donicg, umieszcza si¢ donice na wypetnionych woda
tacach, aby zapewni¢ obieg wody (jedynie w takich
warunkach mozna mie¢ pewnos¢, ze zarodniki plywaja
swobodnie w glebie i raza na poziomie hypokotylu).
Przez trzy kolejne dni podlewa si¢ zawiesing z
zarodnikami 50 ml wody na donicg. Idealne warunki
dla infekcji to temperatura 20°C i 60% wilgotnosc¢
wzgledna.

C. Metoda inokulacji Pleospora betae

Pleospora betae wyodregbniony z porazonych siewek
buraka cukrowego nalezy podtrzymywaé na
odpowiednim podtozu odzywczym, np. PDA. Grzyby
hodowane do inokulacji na podtozu na 9-cm ptytkach
Petriego przez 14 dni w temperaturze 20°C.

Zaraz przed szczepieniem kultura jest bardzo ostroznie
homogenizowana z najnizsza mozliwa predkosScia
blendera (konieczne jest wuniknigcie zniszczenia
komorek pyknidium i grzybni), tak aby uzyskaé okoto
250 ml zawiesiny grzybniowej z 3-5 plytek Petriego.
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Cato$¢ nastgpnie dodaje si¢ przez podlewanie do jedne;j
tacy na nasiona (patrz ponizej).

Tacg napelnia si¢ najpierw 4 czesciami kompostu po
obrobce w autoklawie (dwukrotnie, przez dwa kolejne
dni, w temperaturze 120°C przez godzing), nasiona
sadzi si¢ ostroznie, tak aby zachowa¢ odpowiednie
odstgpy (mozna uzyé ramy do zaznaczenia miegjsc
sadzenia), po podlaniu inokulum przykrywa si¢ nasiona
warstwa z 1,5 czedci kompostu po obrobce w
autoklawie.



